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OBRAZLOŽENJE TEME 

 

IN-VITRO ISPITIVANJE KARAKTERISTIKA „MATIČNOSTI“ ĆELIJA 

POREKLOM OD ORALNOG PLANOCELULARNOG KARCINOMA  

Uvod 

Maligni tumori glave i vrata imaju godišnju incidencu na svetskom nivou od približno 650 000 

novih slučajeva, a u razvijenim zemljama godišnji mortalitet od ovog oboljenja iznosi 350 000 

osoba (Argiris i sar.). U grupu tumora glave i vrata spadaju i maligni tumori usne duplje, od 

kojih većinu čine planocelularni karcinomi (OPK). Širom sveta raste incidenca i ovih maligniteta 

(Moore i sar.). Uprkos značajnim poboljšanjima u hirurškoj i radioterapiji, i kombinovanih 

modaliteta lečenja koji unapređuju kvalitet života pacijenata, procenat njihovog preživljavanja se 

neznatno poboljšao poslednjih 20 godina (Forastiere i sar.). Zbog toga se nameće pronalaženje 

novih pristupa u lečenju OPK a za to su neophodni što brojniji in vitro i in vivo modeli na kojima 

bi se izučavali različiti terapijskih modaliteti. Dobro je poznato da je OPK heterogena bolest 

(Mannelli i sar.) i da unutar tumora postoje ćelije koje se značajno međusobno razlikuju u 

pogledu potencijala proliferacije i potencijala za formiranja novih tumora (Wilson i sar.). 

Skorašnja istraživanja upućuju na postojanje male populacije ćelija tzv. kancerskih matičnih 

ćelija (KMĆ) koje su odgovorne za inicijaciju, progresiju i metastaziranje tumora. KMĆ su 

najpre identifikovane, izolovane i karakterizovane kod leukemije (Huntly i Gilliland), zatim i 

kod drugih karcinoma- karcinoma mozga (Singh i sar.), kolorektalnog karcinoma (Yeung i sar.), 

karcinoma jajnika (Gao i sar.), karcinoma mokraćne bešike (Overdevest i sar.), karcinoma 

pankreasa (Li i sar.) kao i kod oralnog planocelularnog karcinoma (Wilson i sar.). Postoje 

različite metode njihove identifikacije i karakterizacije. Moguća je karakterizacija na osnovu 

funkcionalnih osobina kao što je stepen ekspresije Hoechst 33342 boje (Tabor i sar.) i aktivnost 

enzima ALDH (Chen i sar.), zatim na osnovu sposobnosti formiranja kolonija (Franken i sar.) 

kao i formiranja sfera na neadherentnim podlogama (Pastrana i sar.). Hemorezistentnost je 

takođe jedna od osobina KMĆ, pa je i na osnovu ove činjenice moguća njihova karakterizacija 

(Fabian i sar).  



  

Jedan od načina dokazivanja KMĆ je i preko prisustva markera matičnih ćelija koji su specifični 

za svaku vrstu karcinoma. Tu ubrajamo membranske proteine CD44 (Prince i sar.), CD133 

(Prominin 1) (Wu i sar.), transkripcione faktore OCT4, Sox2, Nanog (Vaiphei i sar.), Bmi-1 (Liu 

i sar.), Klf4 (Moral i sar.), EpCAM (Maetzel i sar.), Snail, Twist i druge (Mani i sar., Albers i 

sar).  Međutim, nije do kraja razjašnjeno da li su markeri KMĆ tumor specifični za samo tkivo 

gde su nastali, ili za nišu u kome se tumor razvija (Alberts i sar.). Nema podataka o eventualnom 

postojanju razlike u markerima KMĆ između različitih lokacija unutar tumora (centar - 

periferija), kao što u literaturi nisu nađene studije koje su se bavile ovom vrstom istraživanja na 

ćelijama poreklom iz tumorskih margina. Iz tih razloga, ideja naše studije je da se izoluju i 

okarakterišu ćelije unutar samog tumora kao i ćelije tumorske margine koje su 3-5 mm udaljene 

od tumora.  

Polazna hipoteza 

Polazna hipoteza je da se (a) ćelije tumora i ćelije tumorskih margina razlikuju u pogledu bitnih 

bioloških karakteristika kao što su stepen diferencijacije, kapacitet proliferacije i migracije i dr., 

(b) da ove karakteristike i jednih i drugih ćelija utiču na ponašanje tumora. 

Ciljevi: 

      1. Izolovanje i kultivisanje ćelija iz oralnog planocelularnog karcinoma i marginalnog tkiva, 

2. Optimizacija uslova kultivisanja i propagiranja izolovanih ćelija, 

3. Fenotipska identifikacija i karakterizacija ćelija, 

4. Određivanje klonogenog, proliferativnog  i migratornog potencijala izolovanih ćelija, 

5. Utvrđivanje markera matičnosti kancerskih ćelija,  

6. Određivanje stepena rezistentnosti/ senzitivnosti ćelija u kulturi prema citostaticima. 

Materijal i metode 

Istraživanje podrazumeva izolaciju ćelija iz oralnih planocelularnih karcinoma i bilo bi 

obavljeno na Stomatološkom fakultetu, Univerziteta u Beogradu. 



  

Za istraživanje je potrebno pet oralnih planocelularnih karcinoma sa tkivom margine 

udaljenim 3-5 mm od ivice tumora.  

Odmah nakon hirurške intervencije na Klinici za Maksilofacijalnu hirurgiju, tkiva će se 

mehanički usitniti hiruškim skalpelom bez enzimske digestije. Usitnjeno tkivo će se inkubirati u 

osnovnom medijumu za kultivaciju na plastičnim pločama (površine 9,5cm
2
) ili u plastičnim 

bocama (površina 25 cm
2
) za kulturu tkiva, na temperature od 37 ˚C u atmosferi sa 5% CO2 i 

100% vlažnosti vazduha. 

U cilju dobijanja dovoljnog broja ćelija za dalje analize, ćelije će se kultivisati do 

subkonfluentnog stepena (70% konfluentnosti), a onda će se sukcesivnim ekspanzijama 

(pasažama) umnožavati, pri čemu bi broj ćelija dobijen nakon svake pasaže ukazao na 

potencijalno različit proliferativni kapacitet ćelija iz dve ispitivane grupe uzoraka (iz centralnog 

dela tumora i tkiva margine). Istovremeno, ispitivala bi se i uspešnost zamrzavanja, skladištenja, 

kao i oporavka ćelija nakon krioprezervacije. 

Fenotipska identifikacija i karakterizacija karcinomskih ćelija i ćelija marginalnog tkiva 

prve i pete pasaže će se obaviti korišćenjem invertne mikroskopije, skening elektronske 

mikroskopije i raman spektromikroskopije. Na ovaj način će se utvrditi potencijalna razlika u 

morfologiji ćelija različite lokalizacije tkiva kao i različite pasaže.  

U određivanju klonogenog potencijala izolovanih ćelija, koristiće se test formiranja 

kolonija (Colony Forming Unit) test, koji se zasniva na zasejavanju istog broja ćelija (po 200) za 

obe grupe ćelija, i praćenja proliferacije i formiranja kolonija nakon 7 i 14 dana, kada će se 

bojenjem sa 0,05% crystal violet, jasno uočavati kolonije i njihov broj na invertnom mikroskopu. 

Broj kolonija analiziraće se u programu Image J, a dobijeni rezultati koristiti za statističku 

analizu.U cilju određivanja proliferativnog potencijala, radiće se test ćelijske proliferacije (Cell 

Proliferation Assay) koji podrazumeva zasejavanje istog broja ćelija (po 10 000) i brojanje ćelija 

nakon 1. 5. i 7. dana nakon zasejavanja. Migratorni potencijal ćelija će se određivati testom 

zarastanja rana (Scratch Wound Healing Assay) (Eder i sar.). Nakon zasejavanja ćelija (po 20 

000) i uspostavljanja 80% konfluentnosti, sterilnom gumom širine 1mm ćelije se razdvajaju, a 

zatim prate tokom vremena 72h. Smanjivanje razdaljine između razdvojenih ćelija mikroskopski 



  

se meri pomoću programa ScopeImage 9.0, a dobijeni rezultati će služiti za određivanje brzine 

ćelijske migracije i kasniju statističku analizu. 

U cilju utvrđivanja prisustva osobina matičnosti kod ćelija karcinoma vršiće se testiranje 

kako pozitivne, tako i negativne ekspresije površinskih markera metodom protočne citometrije 

(Wilson i sar.), a za ova testiranja koristiće se ćelije dobijene nakon prve i pete pasaže. Za 

identifikaciju karcinomskih matičnih ćelija vršiće se imunofenotipizacija preko dokazivanja 

pozitivne ekspresije markera CD44, CD73 i CD90. Takođe, vršiće se i testiranje negativne 

ekspresije (odsustva) hematopoetskog markera  CD34 (molekul prisutan u populaciji primitivnih 

hematopoetskih ćelija). Osim metode protočne citometrije, radiće se i izolacija RNK iz ćelija 

OPK i marginalnog tkiva prve i pete pasaže u cilju ispitivanja genske ekspresije markera 

matičnosti real-time qPCR-om (Yanamoto i sar.). Markeri koji će se ispitivati korišćenjem 

specifičnih prajmera su: Oct-4, SoX-2, CD44, CD133 i Nanog.  

Sposobnost formiranja sferičnih oblika nakon zasejavanja na neadherentnoj podlozi, je 

takođe jedna od osobina matičnosti. Test formiranja sfera (Krishnamurthy i Nor) će se raditi na 

površini plastike koja je presvučena slojem 1% agaroze. Biće zasejano po 10000 ćelija OPK i 

marginalnog tkiva prve i pete pasaže. Pojava sfera i broj sfera će se proceniti mikroskopski, dok 

će prečnik sfera odrediti program ScopeImage 9.0. 

Stepen rezistentnosti/ senzitivnosti ćelija određivaće se procenom stepena vijabilnosti 

ćelija nakon dejstva citostatika indirektnom metodom- MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

dipeniltetrazolium bromid) testom (Lim i sar.). Nakon 24 časovnog dejstva citostatika (5- 

Fluorouracila i Cisplatin), posmatrala bi se mitohondrijska aktivnost i broj živih ćelija. 

 

 

Informacije za pacijenta/pristanak pacijenta 

Pacijenti uključeni u ovu studiju bi bili sa potvrđenom dijagnozom oralnog 

planocelularnog karcinoma lokalizovanom na podu usne duplje ili jeziku kojima je indikovana 

hirurška intervencija u cilju njihovog lečenja. Učesnicima u studiji će biti objašnjeno da je 

njihovo učestvovanje na dobrovoljnoj bazi i da neće uticati na ishod i tok njihove terapije. Nakon 

dobijanja informacija o prirodi i ciljevima ove studije putem informatora za pacijenate (u 



  

prilogu), ispitanici će popunjavati formular koji se odnosi na Saglasnost za pristanak u studiji (u 

prilogu).  

 

Statistička analiza 

           Statističkom analizom bili bi obuhvaćeni svi parametri dobijeni laboratorijskim 

ispitivanjima. Baza podataka bila bi formirana u statističkom paketu SPSS 18.0, gde bi bila 

vršena i dalja analiza prikupljenih podataka. Bili bi korišćeni testovi deskriptivne statistike za 

atributivna obeležja posmatranja. Numerička obeležja posmatranja bila bi analizirana 

parametarskim ili neparametarskim testovima, zavisno od normalnosti raspodele podataka. 

           Granična vrednost za prihvatanje radne hipoteze bila bi postavljena na  p < 0.05. 
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INFORMATOR ZA ISPITANIKE 

 

Naslov istraživanja: 

„IN-VITRO ISPITIVANJE KARAKTERISTIKA „MATIČNOSTI“ ĆELIJA 

POREKLOM OD ORALNOG PLANOCELULARNOG KARCINOMA“ 

 

Plan i svrha istraživanja 

Studija se bavi istraživanjem karcinomskih ćelija koje se izoluju iz tumora usne 

šupljine.Tumorske ćelije su oduvek bile interesantne u medicini i stomatologiji u cilju 

istraživanja njihovih osobina, dok su ćelije na periferiji tumora još uvek nedovoljno ispitivane. 

Cilj ovog istraživanja biće ispitivanje osobina i razlika između ćelija unutar samog 

tumora i ćelija koje se nalaze na njegovoj periferiji. 

Istraživanje će biti sprovedeno na Stomatološkom fakultetu, Univerziteta u Beogradu, u 

okviru izrade doktorske disertacije.  

Za učešće u studiji ne postoji novčana naknada. 

Ne postoji sukob interesa od strane istraživača uključenih u studiju. 

Nakon potpisivanja Saglasnosti, uzimanja istorije bolesti i  standardne hiruške procedure, 

mali deo izvađenog tumora i njegove periferije će biti transportovan u odgovarajućem medijumu 

u laboratoriju Stomatološkog fakulteta radi daljeg istraživanja. 

 

Rizici po pacijenta 

U literaturi ne postoje podaci o postojanju rizika u vezi sa ovakvim procedurama. 

 

 



  

Značaj istraživanja 

Moguća korist ove studije odnosi se na razumevanje ponašanja tumorskih ćelija i njenu 

eventualnu primenu u daljim istrazivanjima terapije karcinoma. 

Tajnost podataka 

Dokumentacija o pacijentu je poverljiva. Uvid u medicinsku dokumentaciju, osim 

ordinirajućeg lekara, imaće samo članovi istraživačkog tima, a za objavljivanje će biti korišćeni 

isključivo anonimni studijski podaci. 

Pacijent će blagovremeno biti obavešten ako nove informacije postanu dostupne 

Pacijent će na vreme biti obavešten ako dođe do bilo kakvih promena u istraživanju ili 

ako nove informacije u nauci i praksi postanu dostupne. Sve informacije će moći da dobije od 

članova istraživačkog tima.  

Dobrovoljno učestvovanje i uslovi povlačenja iz studije 

Učestvovanje u studiji je potpuno dobrovoljno. Povlačenje iz studije je moguće u svakom 

trenutku iz bilo kog razloga, i neće imati uticaja na način i ishod terapije pacijenta. 

Približan broj učesnika u studiji 

Približan broj učesnika u studiji će biti: 5 pacijenata. 

Koga pitati 

Ukoliko u bilo kom trenutku poželite više informacija o ovom istraživanju, molimo Vas da se 

obratite dr Milošu Lazareviću, sa Stomatološkog fakulteta u Beogradu (064/4901268). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Naslov studije: 

 
„IN-VITRO ISPITIVANJE KARAKTERISTIKA „MATIČNOSTI“ ĆELIJA 

POREKLOM OD ORALNOG PLANOCELULARNOG KARCINOMA“ 

 

SAGLASNOST 

Nakon što sam pročitao/la Informator za pacijente gde je opisan postupak i izvođenje 

istraživanja, informisan/a sam o prirodi i ciljevima ove studije kao i o potencijalnim rizicima i 

koristima. Imao/la sam priliku da postavim pitanja u vezi sa studijom i dobio/la zadovoljavajuće 

odgovore. 

Razumem da je moje učešće 

 

_____________________________________________________________________________________ 

(Ime i prezime) 

potpuno dobrovoljno i da sam slobodan/na da povučem svoj pristanak u bilo kom trenutku bez 

davanja bilo kakvih razloga, što neće uticati na način i ishod terapije. 

Svaka informacija u vezi  sa mnom biće poverljiva, a samo će anonimni studijski podaci biti 

korišćeni za objavljivanje. 

Slažem se da informacije u vezi samnom mogu biti poslate u druge zemlje, unutar i izvan 

Evropske unije. 

Dobrovoljno dajem pristanak za učešće ikorišćenju ćelija koje se izoluju iz tumora i perifernog 

tkiva tumora uistraživanju navedenom u okviru Informatora za pacijente. 

 

 

 

 Ime i prezime ispitanika ________________________________ 

      (štampanim slovima) 

        

     

Potpis ispitanika_________________________                

 

 

 

 

 



Nastavno-naučnom veću Stomatološkog fakulteta

Univerziteta u Beogradu

Nastavno- naučno veće Stomatološkog fakulteta u Beogradu na sednici održanoj 22.11.2016. 

godine, a na osnovu člana 50. Statuta Stomatološkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu,

donelo je odluku o imenovanju komisije za ocenu predloga teme doktorske disertacije dr 

Miloša Lazarevića, pod naslovom ,,IN-VITRO ISPITIVANJE KARAKTERISTIKA 

„MATIČNOSTI“ ĆELIJA POREKLOM OD ORALNOG PLANOCELULARNOG 

KARCINOMA“. 

Komisija u sastavu: 

∑ dr Jelena Milašin, redovni profesor Stomatološkog fakulteta Univerziteta u Beogradu, 

∑ drVesna Danilović, redovni profesor Stomatološkog fakulteta Univerziteta u Beogradu,

∑ dr Milan Petrović, docent Stomatološkog fakulteta Univerziteta u Beogradu

∑ dr Pavle Anđus, redovni profesor Biološkog fakulteta Univerziteta u Beogradu, 

na osnovu pregleda priložene dokumentacije, podnosi sledeći 

IZVEŠTAJ KOMISIJE

A. Osnovni podaci o kandidatu

Kandidat dr Miloš Lazarević je rođen 31.08.1988. godine u Leskovcu. Stomatološkifakultet 

Univerziteta u Beogradu upisao je 2007. godine i diplomirao u januaru 2013. godinesa 

prosečnom ocenom 9,69. Tokom studiranja bio je stipendista Ministarstva prosvete 

Republike Srbije, zadužbine “Dragoljub Marinkovic” i grada Beograda.Pripravnički staž 

obavio je na istom fakultetu, a državni ispit položio 2014. godine.Doktorske studije upisao je 

u oktobru 2013. godine.Bio je angažovan kao stipendista na projektu Ministarstva prosvete, 

nauke i tehnološkog razvoja Republike Srbije br. 175075 “Genetička kontrola i molekularni 

mehanizmi u malignim, inflamatornim i razvojnim patologijama orofacijalne regije”.

B. Bibliografija kandidata

Radovi u međunarodnom časopisu:

Mikovic N, Lazarevic M, Tatic Z, Trivic S, Petrovic M, Trivic A. Radiographic 
cephalometry analysis of condylar position after bimaxillary osteotomy in patients with 
mandibular prognathism. Vojnosanit Pregl (2016), 73 (4), 318-325 (M23)

Saopštenja sa naučnih skupova štampana u izvodu:

Lazarevic M, Petrovic M. Uticaj zamrzavanja oralnog skvamocelularnog karcinoma na 
preživljavanja ćelija primarne kulture - poster prezentacija prezentovana povodom 
obeležavanja 67. godišnjice Stomatološkog fakulteta Univerziteta u Beogradu 2015 (M64)



Simonovic J, Toljic B, Milosevic M, Trisic D, Lazarevic M, Carkic J, Milasin J. Izolacija i 
karakterizacija matičnih ćelija iz apikalne papile impaktiranog umnjaka - poster prezentacija 
prezentovana povodom obeležavanja 67. godišnjice Stomatološkog fakulteta Univerziteta u 
Beogradu 2015 (M64)

Trisic D, Toljic B, Milosevic M, Simonovic J, Lazarevic M, Popovic B, Markovic D, 
Milasin J. Cells from apical papilla differently express mesenchymal stem cell markers 
depending on patient's age and passage number. 11th Balkan Congress of Human Genetics, 
Kladovo, 2015 (M34)

Simonovic J, Toljic B, Milosevic M, Trisic D, Lazarevic M, Carkic J, Tredici G, Damante 
G, Milasin J; Neurogenic potential of stem cells from tooth apical papilla, GlowBrain Final 
Conference “Stem cell and biomaterial applications for brain repair”, Zagreb, Croatia. 2015 
(M 34)

C. Obrazloženje teme

Uvod

Maligni tumori glave i vrata imaju godišnju incidencu na svetskom nivou od približno 650 

000 novih slučajeva, a u razvijenim zemljama godišnji mortalitet od ovog oboljenja iznosi

350 000 osoba (Argiris i sar.). U grupu tumora glave i vrata spadaju i maligni tumori usne 

duplje, od kojih većinu čine planocelularni karcinomi (OPK). Širom sveta raste incidenca i 

ovih maligniteta (Moore i sar.). Uprkos značajnim poboljšanjima u hirurškoj i radioterapiji, i 

kombinovanih modaliteta lečenja koji unapređuju kvalitet života pacijenata, procenat 

njihovog preživljavanja se neznatno poboljšao poslednjih 20 godina (Forastiere i sar.). Zbog 

toga se nameće pronalaženje novih pristupa u lečenju OPK a za to su neophodni što brojniji 

in vitro i in vivo modeli na kojima bi se izučavali različiti terapijskih modaliteti. Dobro je 

poznato da je OPK heterogena bolest (Mannelli i sar.) i da unutar tumora postoje ćelije koje 

se značajno međusobno razlikuju u pogledu potencijala proliferacije i potencijala za 

formiranja novih tumora (Wilson i sar.).

Skorašnja istraživanja upućuju na postojanje male populacije ćelija tzv. kancerskih matičnih 

ćelija (KMĆ) koje su odgovorne za inicijaciju, progresiju i metastaziranje tumora. KMĆ su 

najpre identifikovane, izolovane i karakterizovane kod leukemije (Huntly i Gilliland), zatim i 

kod drugih karcinoma- karcinoma mozga (Singh i sar.), kolorektalnog karcinoma (Yeung i 

sar.), karcinoma jajnika (Gao i sar.), karcinoma mokraćne bešike (Overdevest i sar.), 

karcinoma pankreasa (Li i sar.) kao i kod oralnog planocelularnog karcinoma (Wilson i sar.). 

Postoje različite metode njihove identifikacije i karakterizacije. Moguća je karakterizacija na 

osnovu funkcionalnih osobina kao što je stepen ekspresije Hoechst 33342 boje (Tabor i sar.) i 

aktivnost enzima ALDH (Chen i sar.), zatim na osnovu sposobnosti formiranja kolonija 

(Franken i sar.) kao i formiranja sfera na neadherentnim podlogama (Pastrana i sar.). 



Hemorezistentnost je takođe jedna od osobina KMĆ, pa je i na osnovu ove činjenice moguća 

njihova karakterizacija (Fabian i sar). Jedan od načina dokazivanja KMĆ je i preko prisustva 

markera matičnih ćelija koji su specifični za svaku vrstu karcinoma. Tu ubrajamo 

membranske proteine CD44 (Prince i sar.), CD133 (Prominin 1) (Wu i sar.), transkripcione 

faktore OCT4, Sox2, Nanog (Vaiphei i sar.), Bmi-1 (Liu i sar.), Klf4 (Moral i sar.), EpCAM 

(Maetzel i sar.), Snail, Twist i druge (Mani i sar., Albers i sar).  Međutim, nije do kraja 

razjašnjeno da li su markeri KMĆ tumor specifični za samo tkivo gde su nastali, ili za nišu u 

kome se tumor razvija (Alberts i sar.). Nema podataka o eventualnom postojanju razlike u 

markerima KMĆ između različitih lokacija unutar tumora (centar - periferija), kao što u 

literaturi nisu nađene studije koje su se bavile ovom vrstom istraživanja na ćelijama poreklom 

iz tumorskih margina. Iz tih razloga, ideja naše studije je da se izoluju i okarakterišu ćelije 

unutar samog tumora kao i ćelije tumorske margine koje su 3-5 mm udaljene od tumora. 

Polazna hipoteza

Polazna hipoteza je da se (a) subpopulacije ćelija tumora i tumorskih margina razlikuju u 

pogledu bitnih bioloških karakteristika kao što su kapacitet proliferacije, diferencijacije i 

migracije i dr., (b) da ove karakteristike i jednih i drugih ćelija utiču na ponašanje tumora.

Ciljevi:

1. Izolovanje i kultivisanje ćelija iz oralnog planocelularnog karcinoma i marginalnog tkiva,

2. Optimizacija uslova kultivisanja i propagiranja izolovanih ćelija,

3. Fenotipska identifikacija i karakterizacija ćelija,

4. Određivanje klonogenog, proliferativnog  i migratornog potencijala izolovanih ćelija,

5. Utvrđivanje markera matičnosti kancerskih ćelija, 

6. Određivanje stepena rezistentnosti/ senzitivnosti ćelija u kulturi prema citostaticima.

Materijal i metode

Istraživanje podrazumeva izolaciju ćelija iz oralnih planocelularnih karcinomai bilo bi 

obavljeno na Stomatološkom fakultetu, Univerziteta u Beogradu.

Za istraživanje je potrebno pet oralnih planocelularnih carcinoma sa tkivom margine 

udaljenim 3-5 mm od ivice tumora. 

Odmah nakon hirurške intervencije na Klinici za Maksilofacijalnu hirurgiju, tkiva će se

mehanički usitniti hiruškim scalpelom bez enzimske digestije. Usitnjeno tkivo će se

inkubirati u osnovnom medijumu za kultivaciju na plastičnim pločama (površine 9,5cm2) ili u

plastičnim bocama (površina 25 cm2) za kulturu tkiva, na temperaturi od 37 ˚C u atmosferi sa

5% CO2 i 100% vlažnosti vazduha.

U cilju dobijanja dovoljnog broja ćelija za dalje analize, ćelije će se kultivisati do 

subkonfluentnog stepena (70% konfluentnosti), a onda će se sukcesivnim ekspanzijama 

(pasažama) umnožavati, pri čemu bi broj ćelija dobijen nakon svake pasaže ukazao na 



potencijalno različit proliferativni kapacitet ćelija iz dve ispitivane grupe uzoraka (iz 

centralnog dela tumora i tkiva margine). Istovremeno, ispitivala bi se i uspešnost 

zamrzavanja, skladištenja, kao i oporavka ćelija nakon krioprezervacije.

Fenotipska identifikacija i karakterizacija karcinomskih ćelija i ćelija marginalnog tkiva prve 

i pete pasaže će se obaviti korišćenjem invertne mikroskopije, skening elektronske 

mikroskopije i raman spektromikroskopije. Na ovaj način će se utvrditi potencijalna razlika u 

morfologiji ćelija različite lokalizacije tkiva kao i različite pasaže. 

U određivanju klonogenog potencijala izolovanih ćelija, koristiće se test formiranja kolonija 

(Colony Forming Unit) test, koji se zasniva na zasejavanju istog broja ćelija (po 200) za obe 

grupe ćelija, i praćenja proliferacije i formiranja kolonija nakon 7 i 14 dana, kada će se 

bojenjem sa 0,05% crystal violet, jasno uočavati kolonije i njihov broj na invertnom 

mikroskopu. Broj kolonija analiziraće se u programu Image J, a dobijeni rezultati koristiti za 

statističku analizu.U cilju određivanja proliferativnog potencijala, radiće se test ćelijske 

proliferacije (Cell Proliferation Assay) koji podrazumeva zasejavanje istog broja ćelija (po 10 

000) i brojanje ćelija nakon 1. 5. i 7. dana nakon zasejavanja. Migratorni potencijal ćelija će 

se određivati testom zarastanja rana (Scratch Wound Healing Assay) (Eder i sar.). Nakon 

zasejavanja ćelija (po 20 000) i uspostavljanja 80% konfluentnosti, sterilnom gumom širine 

1mm ćelije se razdvajaju, a zatim prate tokom vremena 72h. Smanjivanje razdaljine između 

razdvojenih ćelija mikroskopski se meri pomoću programa ScopeImage 9.0, a dobijeni 

rezultati će služiti za određivanje brzine ćelijske migracije i kasniju statističku analizu.

U cilju utvrđivanja prisustva osobina matičnosti kod ćelija karcinoma vršiće se testiranje 

kako pozitivne, tako i negativne ekspresije površinskih markera metodom protočne 

citometrije (Wilson i sar.), a za ova testiranja koristiće se ćelije dobijene nakon prve i pete 

pasaže. Za identifikaciju karcinomskih matičnih ćelija vršiće se imunofenotipizacija preko 

dokazivanja pozitivne ekspresije markera CD44, CD73 i CD90. Takođe, vršiće se i testiranje 

negativne ekspresije (odsustva) hematopoetskog markera  CD34 (molekul prisutan u 

populaciji primitivnih hematopoetskih ćelija). Osim metode protočne citometrije, radiće se i 

izolacija RNK iz ćelija OPK i marginalnog tkiva prve i pete pasaže u cilju ispitivanja genske 

ekspresije markera matičnosti real-time qPCR-om (Yanamoto i sar.). Markeri koji će se 

ispitivati korišćenjem specifičnih prajmera su: Oct-4, SoX-2, CD44, CD133 i Nanog. 

Sposobnost formiranja sferičnih oblika nakon zasejavanja na neadherentnoj podlozi, je 

takođe jedna od osobina matičnosti. Test formiranja sfera (Krishnamurthy i Nor) će se raditi 

na površini plastike koja je presvučena slojem 1% agaroze. Biće zasejano po 10000 ćelija 

OPK i marginalnog tkiva prve i pete pasaže. Pojava sfera i broj sfera će se proceniti 

mikroskopski, dok će prečnik sfera odrediti program ScopeImage 9.0.

Stepen rezistentnosti/ senzitivnosti ćelija određivaće se procenom stepena vijabilnosti ćelija 

nakon dejstva citostatika indirektnom metodom- MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

dipeniltetrazolium bromid) testom (Lim i sar.). Nakon 24 časovnog dejstva citostatika (5-

Fluorouracila i Cisplatin), posmatrala bi se mitohondrijska aktivnost i broj živih ćelija.



Statistička analiza

Statističkom analizom bili bi obuhvaćeni svi parametri dobijeni laboratorijskim ispitivanjima. 

Baza podataka bila bi formirana u statističkom paketu SPSS 18.0, gde bi bila vršena i dalja 

analiza prikupljenih podataka. Bili bi korišćeni testovi deskriptivne statistike za atributivna

obeležja posmatranja. Numerička obeležja posmatranja bila bi analizirana parametarskim ili

neparametarskim testovima, zavisno od normalnosti raspodele podataka.

Granična vrednost za prihvatanje radne hipoteze bila bi postavljena na  p < 0.05.
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Zaključak

Na osnovu uvida u rad kandidata, priloženu dokumentaciju i biografiju kandidata 

zaključujemo da dr Miloš Lazarević ispunjava sve uslove za odobrenje teme za izradu 

doktorske disertacije u skladu sa važećim propisima Zakona o Univerzitetu i Satutom 

Univerziteta u Beogradu.Predložena tema je aktuelna, nedovoljno istražena i zanimljiva kako 

sa naučnog stanovišta, tako i sa stanovišta moguće primene u kliničkoj praksi.

Kandidat dr Miloš Lazarević je nakon opsežnog i detaljnog pregleda naučne literature, 

pokazao sposobnost da jasno definiše naučni problem i ciljeve istraživanja, te da vlada 

dizajnom istraživanja i izborom metodologije naučno-istraživačkog rada. Postavljeni ciljevi 

istraživanja kao i radna hipoteza su definisani u skladu sa predloženom temom. Navedene 

metode israživanja predstavljaju savremene i pouzdane tehnike istraživanja pomoću kojih je 

moguće dobiti značajne rezultate u oblasti istraživanja planocelularnih karcinoma. 

Na osnovu svega iznetog Komisija predlaže Nastavno-naučnom Veću Stomatološkog 

fakulteta u Beogradu da prihvati i odobri temu dr Miloša Lazarevića pod nazivom ,,IN-

VITRO ISPITIVANJE KARAKTERISTIKA „MATIČNOSTI“ ĆELIJA POREKLOM OD 

ORALNOG PLANOCELULARNOG KARCINOMA“ i pokrene dalji postupak izrade 

doktorske disertacije.

Predlog mentora doktorske disertacije:

Za mentore se predlažu prof. dr Jelena Milašin i doc. dr Milan Petrović.

ČLANOVI KOMISIJE:

Prof. drJelena Milašin

Prof. drVesnaDanilović

Doc. dr Milan Petrović

Prof. dr Pavle Anđus

U Beogradu,14.12.2016.



 
 Na osnovu člana 50. Statuta Stomatološkog fakulteta Univerziteta u 

Beogradu, Nastavno naučno veće Stomatološkog fakulteta, na III redovnoj 
sednici u školskoj 2016/17. godini, održanoj 28.02.2017. godine, donelo je 
sledeću 

 
 

 

O  D  L  U  K  U   
 

 
Usvaja se pozitivan izveštaj stručne komisije za ocenu predloga teme 

doktorske disertacije dr Miloša Lazarevića pod nazivomIn-vitro ispitivanje 
karakteristika „matičnosti“ ćelija poreklom od oralnog planocelularnog 
karcinoma. 

Utvrđuje se da kandidat može pristupiti radu na doktorskoj disertaciji pod 
navedenim nazivom, pod uslovom da se sa izveštajem komisije i odlukom ovog 
Veća saglasi Veće naučnih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu. 

Za mentora kandidatu imenuje se prof. dr Jelena Milašin, a za komentora 
doc. dr Milan Petrović. 

 
 
 
 
Odluku dostaviti: 
- Veću naučnih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu 
- Imenovanom/oj, 
- Mentoru, 
- Komentoru, 
- Veću, 
- Odseku za nastavu, 
- Pisarnici. 

 
 
 
 

Referent kadrovskog odseka 
Violeta Rastović 
 

Dekan 
Stomatološkogfakulteta 

 
Prof.drMiroslavVukadinović 

 
 



Obrazac 1. 

Fakultet STOMATOLOŠKI UNIVERZITET U BEOGRADU 

 

 

STRUČNO VEĆE ZA MEDICINSKE 

 Broj zahteva   NAUKE 

  (Naziv stručnog veća kome se zahtev upućuje,  aglasno 

članu 6. i članu 7. stav 1 .ovog pravilnika)            

 

(Datum) 

Beograd, 

 Studentski trg br.1 
 

ZAHTEV 
 

za davanje saglasnosti na predlog teme doktorske disertacije 
 
 

Molimo da, shodno članu 57. st.3. Zakona o univerzitetu ("Službeni glasnik RS" br. 21/02), date saglasnost  Na 
predlog teme  doktorske disertacije:  

 
 „IN – VITRO ISPITIVANJE KARAKTERISTIKA”MATIČNOSTI” ĆELIJA 

POREKLOM OD ORALNOG PLANOCELULARNOG KARCINOMA “   
 

NAUČNA OBLAST KLINIČKE STOMATOLOŠKE NAUKE 
 

PODACI O KANDIDATU: 
 
1.Ime, ime jednog od roditelja i prezime kandidata: 

MILOŠ MILAN LAZAREVIĆ 
2. Naziv i sedište fakulteta na kome je stekao visoko obrazovanje:  

STOMATOLOŠKI FAKULTET U BEOGRADU   
3. Godina diplomiranja:                                                                2013 
4. Naziv magistarske teze kandidata: / 

 
5. Naziv fakulteta na kome je magistarska teza odbranjena: / 
6. Godina odbrane magistarske teze:                   
7. Naziv fakulteta na kome je kandidat završio doktorske studije: /  
    odsek, smer ili grupa / 
Godina završetka doktorskih studija:                                               / 
 
Obaveštavamo  vas da je Nastavno naučno veće 
 (naziv nadležnog tela fakulteta) 

na sednici održanoj  28.02.2017. razmotrilo predloženu temu i zaključilo da je tema podobna za izradu  

doktorske disertacije. 
  
  
 DEKAN FAKULTETA 
 
 _____________________________ 
 Prof. dr  Miroslav Vukadinović 
 
 
Prilog: 
 1. Predlog teme doktorske disertacije sa obrazloženjem, 
 2. Akt nadležnog tela fakulteta o podobnosti teme za izradu  
     doktorske disertacije. 


